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RESUMEN

Con el proposito de evaluar la posible alteracion en el desarrollo de los
gametos masculinos en la progenie de un cruzamiento entre dos subespecies de
girasol, se estudio la viabilidad del polen en la linea cultivada AN-3, asi como en
la subespecie silvestre Helianthus annuus ssp. texanus y en la descendencia hibrida
resultante del cruzamiento CMS-AN-3 x H. annuus ssp. texanus. De las plantas
hibridas, 95% exhibieron fertilidad masculina, lo cual indica la presencia de alelos
restauradores de la fertilidad en las poblaciones silvestres. La viabilidad de polen
no mostro diferencias significativas entre el hibrido (91.5%), el progenitor cultivado
(94.6%) v el silvestre (95.2%). Los resultados sugieren que la viabilidad de polen
es una caracteristica mantenida en niveles altos tanto en las poblaciones silvestres
como las cultivadas, y que no hay indicios de que la domesticacion del girasol haya
influido sobre este caracter. En lo que concierne al uso de material silvestre para el
mejoramiento genetico del girasol cultivado, la viabilidad de polen en los hibridos
no es una barrera para el uso de poblaciones locales (sureste de Coahuila) de H.
annuus ssp. texanus en programas de cruzamientos con fines de introduccion de
caracteres de plantas espontaneas a las variedades ¢lite.
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ABSTRACT

To evaluate possible developmental alterations in male gametes in the progeny
of a sunflower inter-subspecific cross, pollen viability was studied in the cultivated
line AN-3, the wild subspecies Helianthus annuus ssp. texanus, and in the hybrid
from the cross CMS-AN-3 x H. annuus ssp. texanus. Among the hybrid plants,
95% of the individuals showed male fertility, thus indicating that the target wild
populations contain male-sterility restoration alleles. Pollen viability did not show
significant differences between the hybrid (91.5%), the cultivated (94.6%) and wild
parents (95.2%). Results suggest that pollen viability is a trait maintained at high
levels in wild and cultivated sunflower populations, and that there is no indication
that sunflower domestication had an effect on this character. Regarding the use of
wild material to improve the cultivated sunflower, pollen viability is not a barrier to
use local populations (southeast of Coahuila) of H. annuus ssp. texanus to introduce
wild genetic material to elite varieties.

Key words: Helianthus, pollen viability, sunflower.

INTRODUCCION

Se conocen nueve especies espontaneas de Helianthus con distribucion en
Meéxico. La mayoria de ellas se registra del norte del pais, entre las cuales Helianthus
annuus L. también se distribuye hasta la Peninsula de Yucatan (Gonzalez-Elizondo
y Gomez-Sanchez, 1992). Ademas, estan presentes los géneros Tithonia 'y Viguiera,
ambos emparentados con Helianthus (Gomez y Gonzalez, 1994). De aqui que México
cuente con un reservorio importante de material genético nativo relacionado con el
girasol cultivado, que puede aprovecharse con fines de mejoramiento.

Para el Optimo aprovechamiento de las plantas silvestres en términos de
perfeccionamiento genético convencional, resulta deseable conocer su compatibilidad
en cruzamientos con plantas cultivadas, en cuanto a la posibilidad de hibridacion
y caracteristicas de fertilidad de la descendencia. Dada la sensibilidad de los
gametos masculinos a las anormalidades citogenéticas, la semiesterilidad puede ser
frecuentemente evaluada por procedimientos de tincion que determinan la calidad
del polen (Stelly et al., 1990). Ademas de su importancia para el mejoramiento de las
plantas basado en cruzas amplias, el conocimiento de la fertilidad de los hibridos a traves
de la viabilidad del polen contribuye al entendimiento de las barreras reproductivas
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entre especies y subespecies y a conocer el efecto biologico de la domesticacion y el
aislamiento reproductivo artificial sobre la evolucion de dichas barreras.

En los estudios de viabilidad y fertilidad de polen en girasol se han utilizado
diversos tipos de tincion. Algunos de ellos se basaron en colorantes nucleares como
el carmin propionico (Whelan, 1982); citoplasmicos como el Buffalo Black NBR
(Jackson, 1988); o diferenciales como el método de Alexander (Alexander, 1969;
Atlagic, 1996). Dichos procedimientos detectan el polen no abortivo, e indirectamente
evaltan la viabilidad del mismo.

Se haencontrado una fuerte correlacion negativa entre las fallas en apareamiento
cromosOomico en lameiosis y la viabilidad de polen, determinada a través de su tincion
en el género Helianthus (Quillet et al., 1995). Esta relacion trae como consecuencia
una reduccion de la viabilidad del polen en cruzas amplias, como es el caso del
cruzamiento de H. annuus L. X H. laciniatus A. Gray, cuya descendencia hibrida
tuvo 2.2% de polen fértil, comparado con 97% en el promedio de los progenitores
(Jackson, 1988). En el hibrido H. tuberosus L. x girasol cultivado, la viabilidad de
polen experiment6 una reduccion de mas de 50% comparada con la observada en
los progenitores (Atlagic et al., 1993). Por otro lado, a través de la segregacion de
marcadores de ADN y aloenzimas en una retrocruza proveniente de la hibridacion H.
argophyllus Torr. & Gray x H. annuus L., Quillet et al. (1995) encontraron evidencia
de tres regiones cromosomicas que controlan la viabilidad de polen.

Tomando en consideracion la importancia del uso de plantas silvestres de
girasol y la evaluacion de su compatibilidad en cruzas con material cultivado, el
presente estudio se planted con el objetivo de estudiar la viabilidad de polen en la
linea AN-3 de girasol cultivado (H. annuus var. macrocarpus CKkll.), asi como en la
subespecie silvestre H. annuus ssp. texanus Heiser y en la descendencia hibrida entre
ambos taxa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron la linea CMS-AN-3 (androestéril) de girasol cultivado y su
mantenedora (linea B, con fertilidad masculina), originadas en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, asi como plantas silvestres de girasol del area
de Saltillo y Ramos Arizpe, Coah. (Cuadro 1), las cuales fueron identificadas en
el herbario ANSM del Departamento de Botanica de dicha universidad como
Helianthus annuus ssp. texanus Heiser. Los aquenios de estos materiales fueron
recolectados entre agosto y diciembre de 1996, cosechando cinco capitulos por
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Cuadro 1. Procedencia de las plantas silvestres de Helianthus annuus ssp. texanus de los
municipios de Saltillo y Ramos Arizpe, Coahuila. En la ubicacion se da el nombre de la calle
o carretera, seguido del nombre del municipio entre paréntesis.

Colecta Ubicacion Coordenadas Altitud
(m s.n.m.)

1 N. Ortiz Garza y V. Carranza (Saltillo) 25°29'N, 100°59' W 1525

2 O. Gonzalez y L. Echeverria Alvarez 25°24' N, 100°58' W 1653
(Saltillo)

3 Carretera Saltillo-Monclova km 22 25°34'N, 101°03' W 1441
(Ramos Arizpe)

4 Carretera Saltillo-Monclova km 32 25°38' N, 101°06' W 1250
(Ramos Arizpe)

5 I. Lopez Zertuche y N. Ortiz Garza (Saltillo) | 25°30' N, 100°59' W 1550

6 N. Ortiz Garza y L. Echeverria Alvarez 25°26' N, 100°58' W 1564
(Saltillo)

7 L. Echeverria Alvarez y J. Valdés Sanchez | 25°26' N, 100°58' W 1586
(Saltillo)

8 L. Echeverria Alvarez y F. J. Mery (Saltillo) | 25°24' N, 100°59' W 1673

individuo de al menos diez plantas en cada lugar de muestreo. Dichos frutos se
depositaron en el banco de germoplasma silvestre local de H. annuus y Tithonia
tubaeformis (Jacq.) Cass. que mantiene el Laboratorio de Analisis de Genomas
Vegetales de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Los cruzamientos se realizaron entre la linea CMS-AN-3 y ocho individuos
silvestres, en el campo experimental de Buenavista, Saltillo, Coahuila, durante el
verano de 1997. Para ello se sembraron semillas de las plantas espontaneas en vasos
de polipropileno dentro del invernadero y en estado de plantula se transplantaron
al campo, mientras que las de la linea CMS-AN-3 se sembraron directamente en
el suelo. Los materiales silvestres se iniciaron bajo techo porque su ciclo es mas
largo y requerian de un establecimiento temprano. Por otro lado, los aquenios de
las poblaciones espontaneas son muy pequenos y con baja tasa de germinacion, lo
que hace impractica su siembra directa en el campo con fines experimentales. Otra
razOn para usar previamente el almacigo en el material silvestre, es que existen
plantas autoctonas de H. annuus en el campo experimental empleado que pueden
dar lugar a errores en la interpretacion de los resultados.
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Se cubrieron los botones florales con bolsas de papel y posteriormente
se recolecto el polen de cada planta silvestre en cajas de Petri para fecundar los
capitulos de la linea androestéril CMS-AN-3 previamente aislados con envolturas.
Se realizaron tres polinizaciones a cada capitulo, con el uso de aplicadores de
franela, evitando la contaminacion por polen extrafio. Para cada cruzamiento se
emplearon siete plantas por colecta silvestre como polinizadores, y un promedio de
siete individuos de la linea cultivada como progenitores hembra.

En el ciclo primavera-verano de 1999 se sembraron semillas de los progenitores
cultivados y silvestres, asi como de su descendencia hibrida, para llevar a cabo el
estudio de polen. En lugar de la linea androestéril (CMS-AN-3) que no produce
polen, se utilizo su estirpe analoga fértil (mantenedora). Un total de 15 botones de
cada una de tres plantas de cada procedencia silvestre e hibrida se cubrieron con
bolsas de papel. Las colectas de polen fresco se hicieron en cajas de Petri al amanecer.
El polen obtenido de cada capitulo se mezcld para su homogeneizacion y se analizo
en dos repeticiones. De esta manera, se examino un promedio de 90 muestras por
cada colecta de material silvestre y por cada hibrido. Por lo que respecta a la linea
cultivada, ya que es genéticamente homogenea y presenta un capitulo por planta, se
analizaron dos muestras por cada inflorescencia tinica de un total de 15 individuos.

La estimacion de polen viable (no abortivo) se hizo con la técnica descrita
por Jackson (1988), basada en el uso del colorante citoplasmico Buffalo Black NBR.
Para ello se prepar6 una solucion con 0.01% de colorante y 45% de 4cido acético, en
agua destilada. Por cada repeticion se coloco una gota del liquido indicador, sobre la
cual se aplico una pequefia cantidad de polen con pinzas de punta, se dispersé con
un cubreobjetos y se dejo reposar 20 segundos. Se realizaron conteos al microscopio
de 100 granos de polen, para estimar el porcentaje de viabilidad. Se tom6 como
viable (no abortivo) el grano tefiido de color azul intenso y como no viable el que
solo se coloreo ligeramente (Fig. 1).

Para comparar taxa, colectas y cruzamientos, se empled en cada caso un
modelo con submuestreo (Steel y Torrie, 1960):

Y =u+T+E _+0
i J)

ijk k(1))

donde:
u = media general
i = 1,2, ..t (tratamientos: taxa, colectas o cruzamientos)
j = 1,2,...,p(plantas dentro de tratamientos)
k= 1,2,.., m(muestras dentro de plantas)
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Fig. 1. Tincidén diferencial con Buffalo Black NBR en dos granos de polen de girasol cultivado.
El grano de polen del lado izquierdo es considerado como inviable, y el del lado derecho
como viable. La escala en la parte superior equivale a 20 um. Tomada con objetivo de 40X.

T. = efecto del i-ésimo tratamiento

E, = efecto de la j-¢sima planta dentro del i-ésimo tratamiento (error
experimental)

0, g —  error de muestreo

Y, = observacion en la k-¢sima muestra, de la j-€sima planta, dentro del

i-ésimo tratamiento.

Con el fin de investigar la posible variacion de origen ambiental, se utilizoé un
modelo adicional para detectarla entre plantas dentro de la linea AN-3, ya que ésta
tiene un alto grado de homogeneidad genética. El modelo fue:

Z..=u+Pl_+8j

i (i)

donde:
u = media general
i = 1,2, 15 (plantas dentro de la linea AN-3)
j = 1,2 (muestras dentro de plantas)
P efecto de la i-¢sima planta
€ error de muestreo
Z, = observacion de la j-¢sima muestra dentro de la i-€sima planta
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Para investigar una posible asociacion entre las observaciones de los
cruzamientos con las plantas de los progenitores silvestres, se estimo el coeficiente
de correlacion lineal de Pearson y se probd de acuerdo con una distribucion de ¢ de
dos colas (Neter et al., 1989).

Todos los andlisis numéricos se hicieron con porcentajes transformados
con la funciéon ArSen Vx/100. Se utilizé6 R Development Core Team (2004) como
software estadistico, con las funciones aov, y cor.test para analisis de varianza y de
correlacion, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cruzamientos entre las ocho colectas de origen nativo y la linea CMS-
AN-3 produjeron un promedio de 71 aquenios bien desarrollados por capitulo. De
las plantas de tales hibridos, 95% produjeron polen, el cual tuvo una viabilidad
de 94.6% (Cuadro 2). Lo anterior es una clara evidencia de la presencia de alelos
restauradores de la fertilidad en las poblaciones silvestres estudiadas, debido a que
todas las plantas de la generacion F tenian citoplasma androestéril, que se hereda por
via materna, y la inica manera de que produjeran polen es a traves de genes nucleares
restauradores. Por otro lado, uno de los individuos de procedencia espontanea
presento androesterilidad, lo cual indica la presencia de tal caracter en las poblaciones
locales estudiadas. La androesterilidad en girasol se utiliza para la produccion de
hibridos de interés comercial, y todas las fuentes de citoplasma androestéril en esta
especie provienen de girasoles silvestres (Jan, 2000). El hallazgo de nuevas fuentes
de androesterilidad es importante para proveer diversidad al girasol cultivado.

Los porcentajes medios observados de tincion de polen fueron: 94.6 (error
estandar = 0.90) para la linea AN-3, 95.2 (error estandar = 0.32) para el material
silvestre (H. annuus ssp. texanus) y 91.5 (error estandar = 0.32) para el hibrido (Cuadro
2). Para el caso del girasol cultivado Quillet er al. (1995) estimaron una viabilidad
de 93% en la linea RHA274, porcentaje similar a lo obtenido en este trabajo. Para
poblaciones silvestres de H. annuus, Jackson (1988) estim6 97.9% de viabilidad de
polen. Sin embargo, como se vera mas adelante, parece haber un componente ambiental
importante en la determinacion de esta variable. Para el caso de los hibridos H. annuus
var. macrocarpus X H. annuus ssp. texanus no se encontraron antecedentes en la
literatura; sin embargo, se puede afirmar que la viabilidad media de polen observada
es normal, dado que supera 90%. En las investigaciones sobre tal cardcter en cruzas
amplias de girasol, este porcentaje se considera bastante aceptable (Jan, 2000).
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Cuadro 2. Porcentajes medios de viabilidad de polen (no transformada) en colectas de H.
annuus ssp. texanus (HAT), en Helianthus annuus var. macrocarpus (HAM) y en los hibridos
reciprocos (HIB).

Viabilidad de Polen (%)
Colecta
HAT HIB HAM

1 97.8 58.3 -

2 94.9 96.3 -

3 86.1 96.3 -

4 96.2 97.0 -

5 96.1 88.7 -

6 95.1 96.2 -

7 97.6 95.4 -

8 98.1 95.3 -
AN-3 - - 94.6
Media 95.2 91.5 94.6

Error estandar 0.3 0.3 0.9

Aunque se observaron divergencias numéricas entre taxa, entre colectas y
entre cruzamientos, el analisis de varianza no reveld diferencias estadisticamente
reveladoras para estos factores (Cuadro 3). Sin embargo, se encontraron discrepancias
altamente significativas entre plantas dentro de taxa, de colectas y de cruzamiento.
El analisis de varianza entre individuos dentro de la linea AN-3 también mostro
diferencias de trascendencia, aun cuando esta linea por ser endogamica tiene un alto
grado de homogeneidad genética. No se detecto correlacion entre las viabilidades de
polen en los hibridos y sus progenitores masculinos (» = -0.29 NS).

Los resultados indican que la variacion en los materiales estudiados no
obedece a la divergencia genética entre taxa, colonias o cruzamientos, sino a
diferencias entre plantas dentro de los grupos. Estas disimilitudes significativas
entre los individuos dentro de la linea AN-3 son indicativas de la presencia de una
heterogeneidad ambiental que afecta a las plantas.

A la fecha no se ha encontrado una discrepancia marcada entre la viabilidad
de polen de H. annuus cultivado y silvestre (Jackson, 1988, Quillet et al., 1995),
lo cual puede explicarse como resultado de una fuerte presion selectiva hacia la
retencion de tal caracter, ya que este es un factor muy importante en la competencia
reproductiva.
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Cuadro 3. Resultados de cuatro analisis de varianza para viabilidad de polen a través de
tincién con Buffalo Black NBR. La simbologia x/y representa x anidado en y. Taxa, colectas
y cruzamientos se trataron como efectos fijos, mientras que las plantas individuales se
consideraron como efectos aleatorios. En todos los casos el porcentaje de viabilidad de polen

se transformoé con la funcidon ArSen Vx/100.

Comparacion F P
Taxa 2.03 0.16
Plantas/Taxa 2.43 0.00%*
Colecta 2.18 0.09
Plantas/Colecta 8.69 0.00%*
Cruzamientos 1.91 0.14
Plantas/Cruzamientos 27.91 0.00%*
Plantas/AN-3 5.88 0.00%*

F = Valor del estadistico de prueba en el analisis de varianza.
P = Probabilidad del error Tipo I; ** =P < 0.01

La viabilidad de polen en los hibridos generados en este trabajo fue
corroborada en forma cualitativa por medio de la germinacion de polen asi como por
la capacidad de estos mismos hibridos de generar poblaciones F, (Mendoza, 2003).
Es de esperarse que en la mayoria de los casos la viabilidad de polen no sea una
barrera para el uso de las poblaciones silvestres de Helianthus annuus procedentes
de Saltillo y Ramos Arizpe, Coah., en programas de mejoramiento de girasol.

CONCLUSIONES

La viabilidad de polen en la linea AN-3 de girasol cultivado es similar a la de
las poblaciones de Helianthus annuus ssp. texanus recolectadas en Saltillo, Coahuila.
La domesticacion del girasol no influyd considerablemente en este caracter, mismo
que no diferencia a las poblaciones silvestres de las cultivadas.

La descendencia hibrida tuvo en promedio una viabilidad de polen que permite
su reproduccion sexual normal. De aqui que las poblaciones de H. annuus ssp.
texanus sean una fuente viable para el manejo de infiltracion de genes de materiales
silvestres a cultivados. La produccion de polen en 95% de las plantas hibridas es una
evidencia clara de que las poblaciones silvestres que se manejaron en este trabajo
poseen alelos para restauracion de la fertilidad, los cuales pueden ser usados en
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programas de mejoramiento. Asimismo, el hecho de haber detectado una planta
silvestre androestéril, convierte a las poblaciones estudiadas en posibles fuentes de
esterilidad masculina. Por lo que respecta a las diferencias de viabilidad de polen
entre plantas, éstas parecen obedecer principalmente a factores ambientales.
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